
мента <։ того его количества, которое достигло и распределилось в плаз 
не крови [10, llj. в результате нестабильности фермента и короткого 
нерж да полужизни. Использование же другого фермента в модели 
Шелла невозможно, так как она имеет ограничение, заключающееся в 
условии «специфичности» фермента для пораженного органа. В пред
лог них нами модели и алгоритме снято ограничение на специфич
ного фермента, так как алгоритм предусматривает дифференциацию 
активности ЛДГ в сыворотке крови по органам и тканям, вовлеченным 
в п. 1.1ОГПЧССКНЙ процесс, Следует отмстить, что в предыдущих рабо
тах [3, 6, 7, 10. 12]. где анализируется возможность использования 
ЛДГ г клинике в качестве тсст-показателя при различных заболевани
ях. затруднена интерпретация результатов ввиду широкой распростра
ненности этого фермента в организме. В нашем случае это обстоятель 
спи является удобным фактором, позволяющим выявлять кроме сте
лен. поражения органа также и другие органы, затронутые патологи
ческим процессом.
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ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ ИЗОЭНЗИМОВ АЛАНИН- И 
ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ ДРОЖЖЕЙ

Л/. Б. АТАНЕСЯН. Л1. А. Д АВТ ЯН

Ереванский государственный университет, кафедра биохимии и проблемная 
лаборатория сравнительной и эволюционно» биохимии

Выявлены 2 изоэнзима глутаматдегндрогеназ и 1 аланиндегидрогеназы. 
Изучено изменение изоэвзкмяого спектра при репрессии биосинтеза от- 
дельных изоэнзнмов. Сделано заключенно о существовании кзтаболнче- 

и анаболических изоэнзимоя изученных дегидрогеназ.

Сокращения: ТНС—тетразоль ннтроеннкй; АДГ аланиндегкдрогеназа՝; ГДГ 
глутамэздегидрогеназа; ФМС—феназниметосульфат: ФМЗ—фармазон
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Հայտնաբերվեք են գյոէքԻաո ասպեՀիէւբոհենաքբսյի <* ե արս1էիե։յԼհիւյրոդձնէԱզսւյք< 
է իղրէֆերմենտնեբէ ք/(է/ոււ/նաււիրվ1ղ ( (պոֆերմԼնտային սպեկտրի փոփոքսությՈէ- 
եր՝ աոանձին իւքոֆերմ ենտներ Տնյե/իսւ ^Լսւևու)1 յՈւն Լ արվեք, որ գոյություն 
ունեն ոէսու^նաւ/իրվա,') գեՀիգրէպենա գաների կատաբոքիկ I։ անարո/իկ իգոֆեր- 

>11,Նաներ»

Two glnt.imatcJehydrogcaase so?nzynv. and on« al.winedehydrogenase 
isoenzyme is revealed. The change ՛•։ hoenzym itic -pectnnn з studied 
during the repression of biosynthesis 01 separate isoenzymes. I: ;s con* 
eluded that there are anabolic and diabolic isoenzymes of the studied 
dehydrogenases.

Дролтлсл—։։зоэкз({.чы аланин- n глутаматдегидрогенозы.
Ранее было показано, что гомогенаты дрожжей Candida gitilliermondii 
одержат АДГ и ГДГ катализирующие реакции восстановительного 

^.минирования пирувата и а-кетоглутарат а. а также окислительного 
сзамииирования а-аланина и a-глутамата. В указанных реакциях в 

•.ачсствс коферментов выступают НАД и НАДФ [I. 3]. Была также до- 
лиана их субстратная индукция как в отношении катаболических, так 

। анаболических изоферментов [2, 4|. Целью настоящей работы явля
юсь выявление изоэнзнмного спектра указанных дегидрогеназ методом 
IX разделения электрофорезом на полиакриламидном геле.

Wtircpiiu.i и методика, Объектом исследования ивлялись дрожжи С guiltiermondii 
-КМ У-42. полученные из отдела типовых культур Ииствгута микробиологии АН 

՛ ССР. от проф. В И. Кудрявцева Методика выращивания дрожжей, получение гом-> 
(•пата и бесклеточного экстракта описаны в предыдущих работах 11. 3, 6]-.

Для определения ферментативной активности по реакция восстановления ^-алз- 
•nna it а-глутамата использовали реакционную смесь, содержащую 2.5 мкМ амино- 
՛ пс.-.ат. 2.5 мкМ НЛДН, растворенных 01 М фосфатном буфере (pH 7,4). и 1 мл дрож
и-ноги экстракта супернатанта, содержащего I мг белкл. тред -ляемоп» но Поури [9].

Общий объем смеси—3 мл. Ферментативную активность определяли по прибыли 
■птической плотности восстановленного ПАДИ при 340 им п спектрофотометре СФ-4 

«. кювете-1.Oi в течение 3 минут
Контрольные пробы содержали нее компоненты, за исключением аминокислот. Для 

нясиеиик способности изучаемых ферментных систем к индукции использовали био- 
ассу. .наращенную на среде с £*алаишсом или ա глутамином (ц аланин 419 мг. 

•<-глутамаг693 мг).Разделение изоферментом аланин- ; глутаматдегидрогеназы прово- 
и.։։; методом диск-электрофореза на полиакриламидном геле.

Диск-элекгрофорел проводили по методу Дэвиса и Орнштейна в стеклянных труб
ах (90X5 мм), заполненных системой нз двух елей—крупнопористого (2.5%) и мёл- i 

-.опористого (7.5%). Оба геля подвергали фотополимеризацкн н течение 20 мин. Ис- 
юдуемые образцы наносили ил поверхность мелкопористого геля из расчета 100-150 

'•елка н;: каждую трубку.
О >.».»<• электрофореза судили по движению полосы бромфеколеннего. По оконча- 

՛ и электрофореза столбики геля извлекали из трубочек, споласкивали дистиллиро
ванной водой к специфически окрашивали для проявления дегидрогеназ тетрззоле- 
вым методом. Полосы, содержанте фермент, проявляли ио методу Термона. Для 
этого столбики геля инкубировали в реакционной смеси, содержащей 10՜3 М, а-глу- 

՛ а ■■ глина, 10 >М НАД ПЛИ НАДФ 0,01мг ТНС. 0.1мг. ФМС и 0.1 М 
посфатный буфер (pH 7,4).

Инкуба чин՛ проводили при 37° В :роиессе инкубации суб.՛ граты диффунднроаа- 
в геле, и н том месте, где располагалась ГДГ прингходи.ю окислительное дезама* 

■яронаяне глутамата. Электроны, полученные НАД՛ ш НАДФ передавались через 
ФАК. на I НС., которых при этом из окисленной лейкоформь- превращался в восстанови 
гнный ярко окрашенный продукт ФА\3. Поскольку формазап не растворяется, оз 

'020



остается на месте протекания реакции, образуя окрашенную в темно-синий цвет узкую 
о о. юс у па столбике геля. По числу таких полос можно судить о количестве изофер
ментов

Результаты и обсуждение. Результаты исследований показали, что 
при электрофорезе экстрактов дрожжей, выращенных на сульфате ам
мония, являющемся единственным источником азота, проявляется два 
четко выраженных диска глутаматдегидрогеназной активности изоэнзи- 
моь. В экстрактах дрожжей, выращенных на аланине, являющемся един
ственным источником азота, проявляются те же два диска изоэнзимов 
глутайатдегидрогеназы. При выращивании же дрожжей на а-глутз 
мате, являющемся единственным источником азота, проявляется лишь 
один нзоэнзим, более выраженный по сравнению с таковыми предыду 
ПШХ вариантов.

Таким образом, можно заключить, что у адаптированных к плута 
мату дрожжей репрессируется биосинтез одного из двух изоэнзимок 
глутамйтЛегидрогеназы. По-видимому, в последнем случае появляется 
биосинтез анаболического изоэнзнма и. напротив, индуцируется био 
синтез катаболического.

Следует, однако, отметить, что указанные анаболическнне и ката
болические нзоэнзнмы ГДГ в наших экспериментах проявились при ис
пользовании НАДФ (или НАД), тогда как, согласно литературным и 
нашим данным, анаболические и катаболические изоэнзимы различа
ются коферментной специфичностью, а именно тем. что НАДФП-завнси- 
мый нзоэнзим несет анаболическую, а НАД-зависимый нзоэнзим ката 
болическую функцию. Вероятно, проявление активности обоих изоэн 
знмов с использованием одного кофермента (НАД или НАДФ) обус
ловлено тем. что изоферменты, имея преимущественную специфичность 
в отношении одного из коферментов, способны, однако, проявлять оп
ределенную активность и в отношении другой? кофермента экстракта 
дрожжей, выращенных на сульфате аммония, содержат лишь один диск 
аланнн-дегндрогеназной активности, который сохраняется на зимограм- 
ме экстракта дрожжей, выращенных на а-глутамате, а другая знмо- 
грамма экстракта дрожжей, выращенных на ц-аланинс, нс содержи: 
диск с аланиндегидрогеназной активностью.

Можно заключить, что в последнем варианте репрессируется био
синтез алаииндетилротеназы, имеющий, очевидно, анаболическую функ- 
дню.

Из приведенных шмограмм видно, что примененным методом элек
трофореза в экстрактах, не удалось выявить катаболический изоэнзим 
аланЙндегидрогеназы. Можно предположить, что это связано с ннак- 
тнвнрованием изоэнзима в холе электрофореза, неизбежно сопровожда
ющимся повышением температуры. Это предположение приобретает 
•еще большую вероятность в связи с литературными данными относи
тельно высокой лабильности аланиндегидрогеназы у дрожжей Засска- 
(отусез сегеиийае, вследствие этого не поддающейся очистке (Краузе 
•И др.) [6].
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Лабильность аланнндегидрогенэзы была подтверждена и в поел՛ 
дующих экспериментах, когда экстракты дрожжей до электрофорез 
подвергались фракционированию на колонках сефадекса G-25 с цель 
отделения низкомолекулярных соединении от белковой фракция. Пр 
этом аланнндегидрогоназная активность в оглцчне от глутаматде:՝!др< 
гонадной значительно снижалась, а после электрофореза полностью ni 
активировалась, Но всей вероятности, в растворимой фракции :лет( 
содержались низкомолекулярные факторы (возможно, кофермент։ 
субстраты и др.), утрата которых при гельфильтрации обуславливав 
дестабилизацию аланинде! ндрогеназы,

При электрофоретическом фракционировании экстрактов дрржж< 
выявляется дна изофермента глутама гдегидрогеиазы и один аланинд 
гидрогеназы. При выращивании дрожжей на «-глутамате репрессируй: 
си один из изоферментов глутамзтдегц.рогеназы. очевидно, аиаболкч* 
екпй изофермент, а при выращивании на а-аланинс .репресснру. к 
аланиндегп июгеназа, вероятно* анаболический изофермент
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